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論文内容要旨
研究目的
 子宮におけるestradiolreceptor(E2R)の分布についてはautoradiographyなどの方法で
 既に明らかになっているが,アイソトープを使用せず,手技の比較的簡単な蛍光抗体法でE2Rの
 組織内分布を見ることは,臨床的にも有用なことである。従来,性周期によるE2Rの変化につい
 てはreceptorassay法によるE2Rの量的変化に重点が置かれていた。しかし量的変化を見ると
 ともに,その組織内での分布の変化を見ることも重要なことである。本研究では蛍光抗体間接法
 を用いて性周期によるE2Rの子宮内分布を見ることを1つの目的とした。また,細胞内でのE2R
 の動態は,その作用機序を考えるうえで重要である。本研究では蛍光抗体間接法を用いて子宮内
 膜細胞でのE2Rの細胞質から核への移行について,反応温度・反応時間の2つのfactorから検
 討した。
 研究材料・方法
 生後50日目の雌ドンリューラットの子宮を材料とした。子宮摘出直前に腔スメアを採取し,性
 周期を確認した。また,摘出直後に採血を行ない血中estradio1値を測定し,スメアの変化との
 対応を見た。q)凍結切片の作成。E2Rの組織内分布を見るため,摘出子宮の一部をアセトン・ド
 ライアイスで急速冷凍し,3μmの凍結切片を作成した。これを17β一estradio11×10-4曜/皿む
 とし1時間反応させた。(4℃,室温)“i)単離細胞の作成。E2Rの細胞内分布を見るため摘出
 子宮より内膜部を切除し,これを細切した。0・1%トリプシン添加のTC199medium中で30分反
 応させ,注射針を通しガーゼでろ過後17β一estradiollxlo一㌦9/皿五と反応させた。この反応に
 際し,温度を4℃,20℃,34℃,37℃に設定,各々反応時間を30分,1時間,2時間とした。反
 応後無蛍光スライドにとり真空乾燥させた。qli)蛍光抗体間接法。17β一estradio1と反応させた凍
 結切片標本,単離細胞標本いずれも以下の方法で行なった。蛍光抗体間接法は,すべて4℃で行
 なった。第1抗体にはantiestradiolrabbitIgGを使用し,これと30分反応させた。PBS
 (pH7.2)で洗浄後nomalgoatserumと30分反応させ再度PBSで洗浄後第2抗体のanti
 rabbitIgG-FITClabeledと30分間反応させた。反応後,十分にPBSで洗浄しmountein
 mediumで封入し落射型蛍光顕微鏡で観察した。第2抗体はrat肝粉末に吸着させてから使用し,
 非特異的反応の防止につとめた。蛍光抗体間接法のcontro1として第1抗体を過剰のestradioI
 で処理した後使った群と第1抗体のかわりにnormalrabbitserumを使った群を置いた。さら
 に組織でのcontrolとしてratの大腸を蛍光抗体間接法で染めて比較した。
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 研究成績・考案
 いずれのcontrol群でも特異的蛍光は認められなかった。組織での蛍光は腺ヒ皮のほぼすべて
 の細胞で見られたのに対し筋層では非常にまばらにしか見られなかった。内膜間質部では比較的
 多くの蛍光が見られた。性周期による蛍光分布の差は,腺上皮・筋層では認めなかったが,内膜
 間質部では排卵の前後で分布パターンに差が見られた。Proestrusでは集束性をもつパターンを
 示したのに対しEstrusでは間質全体にほぼ均等に蛍光が見られた。性周期によるE2Rの量的変
 化はreceptorassay法によれば・排卵の前で多く排卵後では少ないとされている。このE2Rの
 性周期による量的変化に対し性周期により分布パターンを変える内膜間質部が大きく関与してい
 る可能性がある。細胞内動態では蛍光の動きを経時的に見てみると,まず細胞質の一部に蛍光が
 見られ,ついでこれが細胞質全体に広がる。ひき続き核内に蛍光が見られるようになり,次第に
 細胞質の蛍光が減弱し,それとともに核内の蛍光が強くなってくる。ついには核内にのみ蛍光を
 認め,細胞質内の蛍光は消失する。このような動きが各細胞で同時に起るかどうかを反応温度と
 反応時間との関係で見てみた。4℃30分反応では77.8%の細胞は細胞質にのみ蛍光を認めたが,
 この条件でも22.2%の細胞は核への移行が見られた。少数ながら1.4%の細胞では既に核への移
 行が終了していた。一方37℃2時間反応では89%の細胞は核への移行を起していたが,11%の細
 胞はいぜん細胞質にとどまり,核への移行を起さなかった。従来よりcancerce11などでは,
 estradiolの細胞内への取り込みや核への移行に細胞による格差があることは言われていたが,
 正常子宮内膜細胞においても細胞間で差があることが示された。反応温度を4℃,20℃,34℃,
 37℃と.k昇させると細胞質から核への移行は,ほぼ直線的に増加した。反応時間においても,30
 分,1時間,2時間の範囲では反応時間の延長により核への移行は,増加率は低いがやはり直線
 的に増加した。
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 (題名ラッ.ト子宮におけるi皿munoreactiveestradi61の組織内分布と細胞内動態に関する研
 究)
 生後50日目の雌ドンリューラットの子宮を材料とした。E2Rの組織内分布を見るため,摘出
 子宮の一部をアセトン・ドライアイスで急速冷凍し,凍結切片を作成した。これを1719-estra-
 dio1と1時間反応させた。E2Rの細胞内分布を見るため摘出子宮より内膜部を切除し,これを細
 切した。トリプシン添加のTC199medium中で30分反応させ,17β一estradio1と反応させ
 た。この反応に際し,温度を4℃,20℃,34℃,37℃に設定,各々反応時間を30分,・1時間,
 2時間とした。反応後無蛍光スライドにとり真空乾燥させた・蛍光抗体間接法は,すべて4℃で
 行なった。第1抗体にはantiestradiolrabbitIgGを使用し,これと30分反応させた。normal
 goatserumと30分反応させ,第2抗体のanhrabbitIgG-FITClabeledと30分間反応
 させた。反応後,mounteinmediumで封入し落射型蛍光顕微鏡で観察した。蛍光抗体間接法の
 controlとして第1抗体を過剰のestradio1で処理した後使っだ群と第1抗体のかわりにnomlal
 Iabbitserumを使った群を置いた。
 いずれのcontrol群でも特異的蛍光は認められなかった。組織での蛍光は腺上皮のほぼすべて
 の細胞で見られたのに対し筋層では非常にまばらにしか見られなかった。内膜間質部では比較的
 多くの蛍光が見られた。性周期による蛍光分布の差は,腺上皮・筋層では認めなかったが,内膜
 間質部では排卵の前後で分布パターンに差が見られた。Proestrusでは集束性をもつパターンを
 示したのに対しEstrusでは間質全体にほぼ均等に蛍光が見られた。性周期によるE2Rの量的変
 化はreceptorassay法によれば,排卵の前ぞ多く排卵後では少ないとされている。このE2Rの性
 周期による量的変化に対し性周期により分布パターンを変える内膜間質部が大きく関与している
 可能性がある。細胞内動態では蛍光の動きを経時的に見てみると,まず細胞質の一部に蛍光が見
 られ,ついでこれが細胞質全体に広がる。ひき続き核内に蛍光が見られるようになり,次第に細
 胞質の蛍光が減弱し,それとともに核内の蛍光が強くなってくる。ついには核内にのみ蛍光を認
 め,細胞質内の蛍光は消失する。このような動きが各細胞で同時に起るかどうかを反応温度と反
 応時間との関係で見てみた。4℃30分反応では77.8%の細胞は細胞質にのみ蛍光を認めたが,
 この条件でも22.2%の細胞は核への移行が見られた。少数ながら1、4%の細胞では既に核への移
 行が終了していた。一方37℃2時間反応では89%の細胞は核への移行を起していたが,11%の
 細胞はいぜん細胞質にとどまり,核への移行を起さなかった。従来よりcancerce11などでは,
 estradio1の細胞内への取り込みや核への移行に細胞による格差があることは言われていたが,
 正常子宮内膜細胞においても細胞間で差があることが示された。反応温度4℃,20℃,34℃,37℃
 と上昇させると細胞質から核への移行は,ほぼ直線的に増加した。反応時間においても,30分,
 1時間,2時間の範囲では反応時間の延長により核への移行は、増加率は低いがやはり直線的に
 増加した。以上の論文を審査した結果,この研究は医学博士の学位を授与するに価するものと制
 定した。
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